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Quando nos deparamos com a entrada de uma caverna somos
tomados por um sentimento misto, de temor e desejo; temor
das trevas, do desconhecido e desejo de encontrar ali as
chaves de mistérios ainda sequer suspeitados.”

Leonardo da Vince apud Lino (2001)



RESUMO

Os fungos séao organismos que conseguem habitar diversos ambientes, com
diferentes niveis de temperatura, umidade, pH e nutrientes. Eles possuem
importante papel ecolégico na estruturacdo dos ecossistemas cavernicolas, pois
participam da decomposicdo de matéria organica presente nesses ambientes. As
cavernas sdo cavidades naturais com fatores abibticos relativamente estaveis,
abrigam uma rica diversidade de microrganismos, e a maioria hdo possui incidéncia
de luz, tornando esses ambientes oligotroficos extremos. Este estudo buscou avaliar
a micobiota presente no sedimento da caverna Catedral, localizada no Sitio do
Rosario, municipio de Felipe Guerra/RN. Foram coletadas amostras do sedimento
em quatro pontos da caverna, cada amostra foi acondicionada em recipientes
esterilizados para processamento em laboratorio. As amostras foram coletadas em
triplicata. Para o isolamento, 1 g de sedimento foi suspenso em 9 mL de agua para
realizacdo das diluicOes seriadas e o plaqueamento direto, posteriormente as placas
foram incubadas a 25 °C, por até 14 dias, no escuro. Para identificacdo dos fungos,
foram realizadas analises morfologicas e filogenéticas utilizando sequéncias do
rDNA com primers especificos. Ao todo foram obtidos 62 isolados de fungos. Todas
as espécies identificadas pertencem ao filo Ascomycota, sendo Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium, Humicola e Penicillum, os géneros mais frequentes.
Alguns géneros fitopatogénicos de grande importancia econdmica como
Acremonium, Didymella e Phaeosphaeria foram isolados, assim como espécies
potencialmente patogénicas ao ser humano (p. ex.: Alternaria alternata, Aspergillus
sydowii, Aspergillus welwitschiae, Microascus trigonosporus) e outras referenciadas
como tendo grande potencial biotecnolégico. Com base nos resultados obtidos,
destacamos a importancia de pesquisas com prospeccdo em ambientes
cavernicolas, melhorando assim, a compreensdo acerca de sua micobiota. O
presente estudo proporcionou o conhecimento da abundancia e riqueza de fungos
presentes no sedimento da caverna Catedral, contribuindo para futuros estudos
associados a biodiversidade fungica e com a elaboracdo de planos de manejo de

cavernas do dominio Caatinga.

Palavras-chave: Ascomycota. Fungos. Taxonomia.



ABSTRACT

Fungi are organisms that can inhabit different environments, with different levels of
temperature, humidity, pH and nutrients. They play an important ecological role in
structuring cave ecosystems, as they participate in the decomposition of organic
matter in these environments. Caves are natural cavities with relatively stable abiotic
factors, harbor a rich diversity of microorganisms, and most have no incidence of
light, making these environments extremely oligotrophic. In this way, the study
sought to evaluate the mycobiota present in the sediment of the Catedral cave,
located in Sitio do Rosario, in the municipality of Felipe Guerra/RN. Sediment
samples were collected at four points in the cave, each sample was placed in
sterilized containers for laboratory processing. Samples were collected in triplicate.
For isolation, 1 g of sediment was suspended in 9 mL of water, for serial dilutions and
direct plating, subsequently incubated at 25 °C for up to 14 days in the dark. To
identify the fungi, morphological and phylogenetic analyzes were performed using
rDNA sequences with specific primers. Overall, 62 fungal isolates were obtained. All
identified species belong to the phylum Ascomycota, with Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Humicola and Penicillium being the most frequent genera. Some
phytopathogenic genera of great economic importance such as Acremonium,
Didymella and Phaeosphaeria were isolated, as well as species potentially
pathogenic to humans (e.g., Alternaria alternata, Aspergillus sydowii, Aspergillus
welwitschiae, Microascus trigonosporus) and others referenced as having great
biotechnological potential. Based on the results obtained, we highlight the importance
of prospecting research in cave environments, thus improving the understanding of
its mycobiota. The present study provided knowledge of the abundance and richness
of fungi present in the Catedral cave sediment, contributing to future studies
associated with fungal biodiversity and the elaboration of management plans for

caves in the Caatinga domain.

Keywords: Ascomycota. Fungi. Taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sao organismos cosmopolitas (PEAY et al. 2016), e podem habitar
praticamente todos os ecossistemas (BAJPAI et al. 2019). Existem espécies que
possuem uma grande variedade de habitats e espécies mais limitadas devido a
fatores ambientais, podendo ser endémicas em nichos ecologicos especificos
(OLIVEIRA et al. 2019).

Existem diversas ocorréncias de fungos em substratos cavernicolas, como
alguns sedimentos, matéria organica em decomposicao, ar e guano (TAYLOR et al.
2013; CUNHA et al. 2020). De acordo com Shapiro e Pringle (2010), estudos tém
demonstrado que o0 grupo mais comum de fungos presentes nas cavernas
pertencem ao filo Ascomycota. As espécies desse grupo sdo conhecidas como
fungos decompositores e parasitas, sendo importantes para o equilibrio do
ecossistema cavernicola. Boa parte € encontrada na forma de esporo nos ambientes
subterraneos, e entram nesses locais carregados por diferentes formas de
movimentacdo (VANDERWOLF et al. 2013; PUSZ et al. 2014).

A maior parte de fungos encontrados no sedimento é proveniente do fluxo de
movimentacdo que o ambiente possui, seja através das correntes de ar ou pela
circulacdo de animais e humanos (VANDERWOLF et al. 2013). Estudos apontam
que cavernas onde possuem visitacdes, sdo mais propicias a possuir um numero
maior na distribuicdo de microrganismos, pois 0s visitantes acabam dispersando, ao
longo da trilha turistica, detritos podendo conter micélios e esporos flngicos
(JURADO et al. 2010, 2021).

Dentre a maioria dos estudos micolégicos em ambientes cavernicolas, se da
um grande enfoque a espécie Histoplasma capsulatum, que pode ser encontrada em
sua forma filamentosa no guano de morcegos e solos de cavernas. Este organismo
possui um alto potencial patogénico, pois € conhecido como causador da
histoplasmose, uma infeccdo provocada via inalagdo dos seus conidios (VICENTINI
et al. 2012). Por outro lado, os géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium e Penicillium sdo os mais relatados em cavernas (VANDERWOLF et al.
2013; CUNHA et al. 2020; ALVES et al. 2022; GRBI'C et al. 2022). De acordo com
Taylor e colaboradores (2014), Aspergillus e Penicillium sdo abundantes no

sedimento de ambientes cavernicolas.
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Cavernas sdo cavidades naturais subterraneas, possuindo diferentes origem
litologica (TRAVASSOS, 2019) e abrigam uma biota subterranea, com diversas
espécies de fauna e flora (OGOREK et al. 2013). Segundo a resolucdo 347/2004 do
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), é todo e qualquer espaco
subterraneo que caiba um ser humano, podendo ser conhecida popularmente como
caverna, gruta, lapa, toca, abismo, furna e buraco, sendo sua formacéao originada de
processos naturais, independentemente de suas dimensbes ou tipo de rocha
(CANIE, 2017).

Existem algumas espécies que fazem parte desse ecossistema cavernicola, e
foram relatadas e descritas, como troglobios, troglofilos e trogloxenos (ZHANG et al.
2017, 2021). Paises neotropicais, como o Brasil, possuem ambientes subterraneos
com alta e baixa riqueza e abundancia de espécies. A Caatinga € um bom exemplo,
apresentando um grande numero de cavernas, que sao pouco conhecidas e
estudadas (OTALORA-ARDILA et al. 2020). A importancia da biodiversidade da
Caatinga € relatada em diversos estudos (BEZERRA et al. 2014; OTALORA-ARDILA
et al. 2020). Porém, a Caatinga se encontra entre os trés biomas mais degradados
do Brasil, com mais da metade de area alterada pela acdo humana (ALVAREZ &
OLIVEIRA, 2013).

Segundo o ICMBIo (2020), a caverna Catedral, que esta localizada em Felipe
Guerra-RN, ainda possui pouca informacao acerca de sua biota e, principalmente,
sobre a sua micobiota. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo, isolar e
caracterizar morfologica e filogeneticamente fungos presentes no sedimento (solo e
guano de morcegos), da Caverna Catedral - RN, Brasil e detectar, ainda, a presenca

de fungos potencialmente patogénicos para os seres humanos.
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2. FUNDAMENTCAO TEORICA
2.1 CAVERNAS

A heterogeneidade de habitat € um dos fatores com uma importante
participacdo nos gradientes de diversidade dos seres vivos. Quanto maior a
complexidade de um habitat, maior a capacidade do mesmo de permitir a
coexisténcia de mais espécies, pois havera provavelmente uma maior quantidade de
micro-habitats a serem ocupados (STEIN et al. 2014). O ambiente cavernicola
possui caracteristicas que o tornam unico, dispondo de espécies especificas desse
habitat (ZAMPAULO, 2015).

As cavernas podem se apresentar de diversas formas referente a sua
estrutura e caracteristicas, dependendo do ambiente que esta inserida e dos fatores
abioticos presentes (TRAVASSOS, 2019). Existem cavernas que tendem a ter seu
ambiente interno diferenciado do meio externo, caracterizado pela falta de luz, pela
baixa variacdo de temperatura e umidade (TAYLOR, 2013). Por outro lado, algumas
apresentam uma pequena por¢éo de luz, pelo contato com 0 meio externo através
de claraboias. No Nordeste Brasileiro, a Caverna Catedral, Abrigo do Letreiro, Furna
Feia, Crotes, entre outras, possuem aberturas com o meio externo (ICMBio/CECAV,
2020), esse contato entre 0s meios influencia na entrada de organismos para o
ambiente subterraneo, seja atraves de correntes de ar ou de forma ativa por animais
(ZAMPAULO, 2015).

O ambiente cavernicola possui grande complexidade, com alto potencial
ecolégico resultante do isolamento do ambiente externo, bem como, sua
temperatura, humidade e nutrientes mais restritos (POULSON & WHITE, 1969). A
estabilidade ambiental é outro aspecto de notavel importancia, pois pouca variagao
ocorre em parametros como temperatura e umidade relativa do ar, contudo, essa
estabilidade ndo é continua em todo seu segmento (GANEM, 2009). Em cavernas
extensas, a umidade e a temperatura possuem baixa variagdo nos locais mais
distantes da entrada (HOWARTH, 1980). Por outro lado, as de menor extensao
apresentam oscilagbes notéveis, causadas por variagbes no ambiente externo
(POULSON & WHITE, 1969).

Cada ecossistema cavernicola € unico e bastante atraente do ponto de vista

turistico, podendo possuir rios subterraneos, lagos, fésseis, pinturas rupestres, além
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de ornamentos que proporcionam uma beleza cénica que caracteriza o ambiente
(NOVAKOVA et al. 2012). Esses ornamentos sdo formados por depdsitos minerais
que se acumulam no chéo, teto e paredes das cavernas, sendo chamados de
espeleotemas, aqueles formados por depdsitos de minerais secundarios através de
uma solucéo quimica ou da solidificacdo de fluidos (SPOLADORE, 2007). Também
existem o0s espeleogens, relacionado a estrutura da rocha que sofre eroséo
formando cavidades nas paredes, teto e piso (AULER, 2006).

Os espeleotemas sao elementos importantes para a composi¢ao do ambiente
cavernicola, apresentando variados tipos. Os mais comuns presentes em algumas
cavernas com rota turistica sdo as estalactites, ocorrem no teto e possuem
crescimento para baixo, e as estalagmites, sédo inversas, possui origem no chéo e

cresce direcionado para o teto (Figura 1) (TRAVASSOS, 2019).

Figura 1 — Tipos de espeleotemas que podem ser observados em cavernas.

cortina

A
\ ] [
o~

estalactites

estalagmites

Fonte: Travassos (2019).

A abertura de cavernas para 0 turismo em massa pode ocasionar
modificacdes estruturais das cavidades para melhor atender aos visitantes
(NOVAKOVA et al. 2012). Tal feito, resulta em impactos diretos na biodiversidade,
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e subsequente recolonizacdo, podendo causar surtos indesejaveis de bactérias e
fungos (JURADO et al. 2009); além de comprometer a atuacdo desses

microrganismos na cadeia trofica desses ambientes (VANDERWOLF et al. 2013).

2.1.1 Cavernas no Brasil

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2023), o Brasil é reconhecido como
um pais megadiverso, abrigando a maior biodiversidade do planeta. Possui um clima
predominantemente tropical, comportando seis biomas com grandes diferencas e
especificidades, que permite uma grande diversificacdo na sua biogeografia
(COUTINHO, 2016). Além disso, as diferentes regibes que compdem o territério
brasileiro, abrigam uma vasta riqueza do patriménio espeleoldgico (ICMBio/CECAV,
2020).

Atualmente, no territorio brasileiro existem mais de 20.000 cavernas
catalogadas e distribuidas por toda a sua extensao, contudo, estima-se que o pais
abrigue cerca de 310.000 cavernas, estando algumas delas entre as mais
espetaculares do mundo (BERNARD et al. 2022). A cada ano esse numero cresce
consideravelmente, devido as atividades de mapeamento de novas cavidades
naturais subterraneas (ICMBio/CECAV, 2022).

O maior numero de cavernas registradas no Brasil pertence ao estado de
Minas Gerais, seguido pelo Para, Bahia e Rio Grande do Norte. A soma da
guantidade de cavernas desses estados representa mais de 70% das cavernas
conhecidas no Brasil (ICMBio/CECAV, 2022). Ja para a distribuicdo de cavernas por
biomas, o Cerrado é o maior detentor do nimero de registros cavernicolas, seguido
pela Mata Atlantica, Amazonia e a Caatinga, enquanto o Pampa e o Pantanal ainda
possuem poucos registros (ICMBio/CECAV, 2020). Contudo, de acordo com Leal
(2021), apesar do grande quantitativo de registros cavernicolas para esse bioma,
inUmeras cavernas da Caatinga, bem como, sua biota, ainda permanecem pouco
exploradas.

Dentre os biomas do territério nacional, a Caatinga se destaca por ser o Unico
exclusivamente brasileiro (MMA, 2022), ocupando cerca de 10% do territério
nacional, o que representa 862.818 km? de area (IBGE, 2019), e 70% da regiédo
Nordeste, abrangendo oito, dos nove estados nordestinos, além de estar presente

em uma pequena parcela do norte de Minas Gerais (Figura 2) (MMA, 2022).
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Figura 2 — Mapa dos biomas brasileiros.
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A Caatinga possui uma vasta riqueza de espécies, tratando-se do bioma
semiarido mais biodiverso do mundo. A sua biodiversidade é utilizada para inimeras
atividades econOmicas voltadas especialmente no ramo farmacéutico, de
cosmeéticos, quimicos e alimentos (MMA, 2022). Porém, pela alta demanda e
exploracdo de recursos, acabou se tornando o terceiro bioma mais degradado do
Brasil (ALVAREZ & OLIVEIRA, 2013), com cerca de 80% de seus ecossistemas
originais alterados, principalmente por meio de desmatamentos e queimadas (MMA,
2022).

Atualmente, a Caatinga possui em média 9% de seu territorio protegido em
unidades de conservacao federais e estaduais, onde apenas um pouco mais de 2%
esta inserida em area de protecdo integral, como Parques Nacionais, Reservas
Biolégicas e EstagBes Ecoldgicas, sendo essas mais restritivas a intervencgéo
humana (MMA, 2022). Das regifes ja incluidas como area de protecao integral no
Rio Grande do Norte, estdo o Parque Nacional da Furna Feia e a Estacdo Ecoldgica
do Serido (CRISPIM, 2020).

Algumas cavernas presentes na Caatinga sdo mais conhecidas e estudadas
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que outras (OTALORA-ARDILA et al. 2020). No municipio de Felipe Guerra-RN, por
exemplo, se encontram as cavernas Catedral, Abissal (uma das maiores da regido),
Crotes e Carrapateira, sendo todas incluidas em um plano de manejo para uma
futura visitacdo turistica e segura (ICMBio/CECAV, 2011).

2.1.2 Caverna Catedral

A caverna Catedral esta localizada no Lajedo do Roséario, no municipio de
Felipe Guerra - RN (Figura 3). Para ter acesso a entrada principal € preciso uma
curta caminhada sobre o lajedo. O acesso se da por um lance vertical, havendo
ainda uma segunda opcdo de entrada pela claraboia (necessitando do uso de
técnicas verticais), que da acesso direto ao saldo principal (Figura 4)
(ICMBIio/CECAV, 2011).

Figura 3 — Mapa topografico da Caverna Catedral - RN.

Entrada Altitude Erro GPS Satélites Datum Zona Longitude Latitude
Principal 86m 2m 11 WGS1984 24S 647766 9384822

i

Pt e

Fonte: ICMBIio/CECAYV (2011)

Suas galerias possuem padréo retilineo, com algumas dificuldades internas
como, lances \verticais, tetos baixos e rastejamentos. Os solos sao
predominantemente argilosos com sedimentacao, principalmente no nivel inferior.
O nome da caverna “Catedral” se da pela sua ornamentacido, que também ¢é o
principal atrativo da caverna (Figura 4). A cavidade é constituida por varios

conjuntos de espeleotemas, entre eles, estalactites, cortinas, couve-flor e colunas
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de porte métrico, além de estalagmites, travertinos e escorrimentos calciticos de
menor porte, sendo um dos principais conjuntos de espeleotemas do Estado do
Rio Grande do Norte (ICMBio/CECAV, 2011).

Figura 4 — Caverna Catedral - RN, Brasil. A) Entrada principal com escalada pela fenda;
B) Segunda entrada opcional (claraboia); C) Saldo principal;
D) Diferentes ornamentos na area mais interna.

Fonte: A autora (2021); Diego Bento (2021)

Seus recursos troficos sdo em maior parte folhicos que se acumulam nas
entradas da caverna, também possui acumulos de guano de morcegos, aléem de
carcagas de animais (ICMBio/CECAV, 2011). Bento (2011), registrou a ocorréncia de
27 morfoespécies de invertebrados pertencentes a pelo menos 21 familias. Entre os
vertebrados ha uma espécie de morcego frugivoro (Artibeus planirostris) e o registro

de uma jiboia proximo a claraboia. A caverna ja dispde de algumas visitacdes,
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porém se mantém conservada, pois seu conjunto de espeleotemas possui alta
relevancia (ICMBio/CECAYV, 2011).

2.1.3 Biota cavernicola

As cavernas possuem uma biota bem definida, com organismos endémicos e
transitérios, que exercem papéis fundamentais (ZAMPAULO, 2015). A
especificidade do ecossistema cavernicola permite que esse local torne-se Unico
para alguns organismos vivos que, em alguns casos, encontram-se tao
especializados e dependentes deste habitat, que sdo incapazes de viver fora do
mesmo (ZAMPAULO, 2010).

Uma grande variedade de taxons € registrada em ambientes cavernicolas,
incluindo desde bactérias (LEMES, 2022), fungos (RAJI et al. 2019), grupos vegetais
nas regides proximas as entradas (ICMBio/CECAYV, 2011), invertebrados (BENTO,
2011) e vertebrados (JESUS, 2017). Alem disso, algumas cavernas servem de
abrigo para colénias de morcegos, que podem se tornar permanentes e
consequentemente, depositar pilhas de guano. Esse acumulo de fezes € rico em
nutrientes que ajudam a regular parte deste ecossistema, proporcionando, entdo, o
desenvolvimento de outros organismos (SHETTY et al. 2013).

Os microrganismos colonizam as cavernas em um processo natural (TAYLOR

et al. 2014). Eles podem habitar aleatoriamente, apenas se desenvolvendo em
funcdo da disponibilidade de matéria organica, ou como residentes, dependendo
exclusivamente dos nutrientes que ali estdo distribuidos (ENGEL, 2007). Além disso,
também podem ser inseridos de forma involuntaria por acdo passiva das correntes
de ar, ou ativa, através de outros seres vivos (ZAMPAULO, 2015).
Nos ambientes subterraneos a colonizacdo de fungos psicrofilos (desenvolvem-se
em baixas temperaturas) e oligotréficos (desenvolvem-se ambientes pobres de
nutrientes) é favorecida devido ao seu microclima intenso (VANDERWOLF et al.
2013). Esses organismos ajudam na manutencéo de alimento para as comunidades
presentes da caverna (ZHANG, et al. 2017), na ciclagem de nutrientes (PORTER et
al. 2009) e no controle de populagdes de alguns invertebrados (TAYLOR, 2013).
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2.2 FUNGOS

Os fungos pertencem a linhagem dos opistocontes, S0 organismos
eucariotos, heterotroficos, e encontrados sob dois tipos morfologicos, o0s
leveduriformes (unicelulares) e os filamentosos (multicelulares) (BUCKLAY, 2008).
Possuem parede celular composta principalmente por quitina e sua reserva
energética € o glicogénio (BUCKLAY, 2008). Apresentam estratégias reprodutivas
gue garantem o sucesso do grupo, podendo realizar tanto a reproducdo sexuada,
assexuada, e em alguns casos, o ciclo parassexual como forma de recombinacéo
genética (OLIVEIRA, 2014).

A distribuicdo geografica dos fungos € ampla, pois estdo presentes em
praticamente todos os ecossistemas (BAJPAI et al. 2019). Cada grupo fangico
possui uma especificidade de condicbes para seu desenvolvimento (NASCIMENTO,
2010). Sdo comumente associados a ambientes terrestres, porém, também podem
ser encontrados nos mais variados substratos (PEAY et al. 2016), como alimentos
(BARBOSA et al. 2018; LIMA et al. 2022), vegetais (NASCIMENTO et al. 2021),
ambientes aquaticos (DETHOUP et al. 2018), hospitais (SOBRAL, 2020), em
humanos (RODRIGUES et al. 2010), entre outros. Relatados também em cavernas,
os fungos estao presentes em substratos como o ar, guano, corpo de morcegos e
sedimento (CUNHA et al. 2020; PEREIRA et al. 2022; ALVES et al. 2022).

Dentre os filos pertencentes ao reino Fungi, o filo Ascomycota abriga a
grande maioria das espécies descritas, possui espécies filamentosas macro e
microscoépicas, leveduras de grande importancia, e espécies patdogenas de
animais, plantas e seres humanos (SANTOS, 2015). Em sua reproducao sexuada,
ha a formacéo de esporos (ascésporos) em estruturas especializadas (ascos) que
podem se encontrar dentro do ascoma (FORTUNA, 2020). Dentre os géneros mais
conhecidos desse filo, por possuir grande importancia, estdo Aspergillus,
Penicillium, com cepas de grande potencial biotecnoldgico (ABREU et al. 2015) e
patogénico (VANDERWOLF et al. 2013; RAWAT et al. 2017); Candida, com
leveduras de grande relevancia médica (VANDERWOLF et al. 2013; SILVA et al.
2014); Histoplasma, agente etiologico da Histoplasmose (VICENTINI et al. 2012;
RAWAT et al. 2017); Saccharomyces, que inclui espécies de leveduras utilizadas
na fabricagdo de alimentos e bebidas (PARAPOULI et al. 2020), entre outros.

Basidiomycota é o segundo filo mais abundante, e inclui organismos simbiontes e
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saprobios, com grande parte macroscopica (COSTA, 2021). Agaricus, Boletus
(BISANCAO et al. 2022) e Amanita (EBLING et al. 2020) s&o alguns dos géneros
mais conhecidos por sua importancia.

Para o bioma Caatinga, 0s taxons representantes mais recorrentes, além de
Aspergillus e Penicillium, séo: Alternaria, Chaetomium, Cladosporium, Exophiala,
Fusarium, Talaromyces, Trichoderma (CAVALCANTI et al. 2006; BEZERRA, 2013;
BEZERRA et al. 2017). Sdo comumente encontrados associados com plantas
(MELLO et al. 2012; BEZERRA, 2017; OLIVEIRA, 2019), como também isolados
em solo (CAVALCANTI et al. 2006; SANTOS et al. 2020) e cavernas (ALVES et al.
2022).

Esses microrganismos possuem grandes contribuicbes para a industria
farmacéutica, na producédo de insumos como os laticinios e bebidas alcodlicas, na
producdo de enzimas, entre outros, além de desempenhar papéis ecoldgicos,
como fitopatdégenos e biocontroladores (OLIVEIRA, 2014). Em um levantamento
bibliografico realizado por Abreu et al. (2015), os géneros Aspergillus e Penicillium,
pertencentes ao filo Ascomycota, possuem destaque pela producdo de metabdlitos
importantes utilizados em processos biotecnoldgicos.

Diversas espécies de fungos que ja foram relatadas como produtoras
enzimaticas, como, Aspergillus niger, Aspergillus sydowii, Penicillium citrinum
(SOUZA & MAGALHAES 2010; MESSIAS et al. 2011; LIMA et al. 2015), também
foram relatados em cavernas, sendo isoladas do ar, sedimento (ALVES et al. 2022)
e guano de morcegos (CUNHA et al. 2020). Além das espécies de Aspergillus
(WEISS et al. 2020), outros taxons também possuem potencial enzimético, dentre
eles, Humicola grisea var. thermoidea apresenta um eficiente sistema celulolitico
(AZEVEDO et al. 1990), é conhecido por produzir celulases termoestaveis, por ser
considerado um fungo termofilico (DE PAULA, 1999). Alternaria e Cladosporium
também possuem espécies com potencial enzimatico, podendo produzir diferentes
enzimas (VALENZUELA et al. 2001).

Ogoérek e colaboradores (2022), verificaram o potencial de espécies fungicas
queratindfilas e queratinoliticas isoladas de amostras de solo/sedimento de
cavernas eslovacas, onde todas as culturas fungicas identificadas pertenciam ao
filo Ascomycota. Foram reportados a presenca de 10 géneros com espécies
dependentes de queratina, sendo eles: Aphanoascus, Arthroderma, Aspergillus,
Chrysosporium, Cordyceps, Cosmospora, Keratinophyton, Metapochonia,
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Penicillium e Pseudogymnoascus.

Além do viés biotecnolégico, alguns fungos sao conhecidos como
causadores de doencas, responsaveis por processos alérgicos, inflamacoes,
micoses superficiais e sistémicas. Algumas espécies dos géneros Microascus
(SCHOEPPLER et al. 2015) Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Candida e
Histoplasma encontradas no ambiente cavernicola, sdo agentes em diversos
processos infecciosos ao homem (VANDERWOLF et al. 2013; RAWAT et al.
2017). Outro grupo muito encontrado nestes ambientes subterraneos séo os
fungos fitopatogénicos, que incluem espécies de Alternaria (JURADO et al. 2021;
ALVES, et al. 2022).

2.2.1 Fungos Cavernicolas

De acordo com Dobat (1967), o estudo mais antigo sobre fungos em
cavernas foi realizado em 1794 por Humboldt. Desde entdo, diversos estudos
foram realizados em solos, agua, sedimento, rochas, ar, guano, corpo de
morcegos, matéria organica e ectoparasitos de morcegos em cavernas
(VANDERWOLF et al. 2013; JURADO et al. 2016; CUNHA et al. 2020; PEREIRA
et al. 2022; CARVALHO et al. 2022; ALVES et al. 2022). E, segundo o
ICMBIio/CECAV (2022), a estimativa € que o numero de estudos cresca cada vez
mais, visto que, a diversidade presente neste ambiente é imensa e ainda pouco
explorada.

A distribuicdo fungica pode variar de acordo com as condi¢bes do ambiente
cavernicola, como o fluxo de ar, agua, umidade, luz e nutrientes disponiveis
(NOVAKOVA, 2009; PARK et al. 2020; HELD et al. 2020; CUNHA et al. 2020).
Nesse ambiente, os fungos sdo componentes chave, pois participam na
decomposicdo da matéria organica, mantendo assim a cadeia tréfica desse
ecossistema (VANDERWOLF et al. 2013; RAWAT et al. 2017).

Os fungos, além de se associarem com outros organismos (RAJI et al.
2019), podem modificar o0 ambiente ocasionando mudancas geologicas pela
capacidade de deterioracdo de rochas minerais (BURFORD et al. 2003; EHRLICH
& NEWMAN, 2009), como também na formacao de espeleotemas como depdsitos
secundarios de carbono de calcio (BINDSCHEDLER et al. 2012). Segundo

Vanderworlf e colaboradores (2013), os taxons fuangicos mais encontrados no
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ambiente cavernicola pertencem aos filos Ascomycota, Basidiomycota e
Zygomycota.

A micobiota cavernicola vem sendo estudada em diversos paises como,
Espanha (JURADO et al. 2016), Franca (BASTIAN et al. 2010), Botsuana
(VISAGIE et al. 2021), Pol6nia (OGOREK et al. 2013), China (ZHANG et al. 2017),
Estados Unidos (LORCH et al. 2012), Brasil (ALVES et al. 2022), entre outros.
Apesar das diferentes condicbes dos ambientes, os géneros Aspergillus e
Penicillium foram isolados e relatados em todos os estudos citados. Porém, outros
géneros também séo encontrados, como Alternaria, Cladosporium (ZHANG et al.
2017; ALVES et al. 2022), Curvularia (DUTRA, 2020), Geomyces (BASTIAN et al.
2010; LORCH et al. 2012), Fusarium e Mucor (JURADO et al. 2016; ZHANG et al.
2017).

Em um levantamento fungico realizado por Zhang e colaboradores (2017),
em cavernas na China, 20 novas espécies foram descritas. Dentre 0s novos
taxons, alguns géneros sdo raramente relatados em ambientes subterraneos,
como: Amphichorda, Auxarthronopsis, Biscogniauxia, Cladorrhinum, Collariella. Em
contrapartida, novas descricbes de espécies de géneros mais comuns em
cavernas como Humicola, Microascus, e Scopulariopsis, por exemplo, continuam
sendo bastante relatadas (VANDERWOLF et al. 2013).

Analisando a micobiota da caverna Meu Rei localizada na Caatinga, em
Pernambuco, Cunha et al. (2020) relatam que os géneros Aspergillus, Penicillium e
Cladosporium foram os mais predominantes em amostras do ar. Outros taxons
também foram encontrados, como fungos entomopatogénicos e outros associados
com plantas, além de leveduras isoladas do corpo de morcegos. Para o guano dos
morcegos, Aspergillus e Penicillium também foram os géneros mais relatados.

Alves et al. (2022), avaliando a riqueza fungica, também em uma caverna na
Caatinga, observaram que o filo Ascomycota mais uma vez foi predominante com 39
taxons, seguido por Basidiomycota com apenas dois taxons, Sympodiomycopsis em
amostras do ar e Tritirachium em amostras do sedimento. Por outro lado, em um
estudo realizado por Dutra (2020), isolados fungicos presentes em diferentes
substratos (ar, solo, rochas e guano) de uma caverna em Diamantina - MG, cerrado
brasileiro, foram identificados por analises morfoldégicas e moleculares, resultando

em um potencial novo género e duas novas espécies de Cladosporium e Curvularia.



27

Buscando entender a verdadeira origem dos fungos em cavernas, Zhang et
al. (2018) sugeriram que esses microrganismos nao possuem origem cavernicola,
podendo ser advindos do ambiente externo, levando em conta as caracteristicas dos
ambientes hipdgeo e epigeo. De acordo com os autores, os 20 isolados fungicos
(novas espécies) descritos em um estudo de 2017 (ZHANG et al. 2017), possuiam
“registros” anteriores ao desenvolvimento da caverna. Sendo improvavel que tais

espécies descritas fossem classificadas como troglobias.

2.2.2 Fungos no Sedimento

Segundo o Dicionario Caldas Aulete (2008, p. 899), sedimento é todo
material suspenso no ar ou dissolvido em liquidos que se depositam em uma
superficie. Os sedimentos presentes em cavernas sao geralmente compostos por
fragmentos minerais e rochas preexistentes que foram transportadas e
acumuladas no ambiente subterraneo (BRANDAO et al. 2022). Boa parte da
composicdo desse sedimento sdo grdos detriticos que sofreram erosdo no
ambiente epigeo e sdo levados para o ambiente hipdgeo por agentes ndo seletivos
(HADDAD-MARTIM et al., 2017). Sendo assim, o sedimento presente em cavernas
pode apresentar em sua composicdo diferentes tipos de solos (VANDERWOLF et
al. 2013), guano (CUNHA et al. 2020), restos de animais e resquicios folhosos
(BENTO et al. 2011), propicios para o crescimento de microrganismos (TAYLOR et
al., 2014).

Vanderwolf e colaboradores (2013), em uma revisdo mundial de fungos em
cavernas, observaram que o sedimento desses ambientes além de ser um dos
substratos mais estudados, possui um grande percentual de material fungico quando
comparado aos demais, como parede e guano. Porém, segundo esses autores,
ainda € incerto se esse € um padréo biolégico para sedimento em cavernas, devido
a grande variacdo de sua composicao.

Ascomycota € o filo com espécies mais relatadas em amostras de sedimento
de ambientes cavernicolas, dentre seus géneros, sdo comumente encontrados,
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Humicola (NOVAKOVA, 2009; IVO, 2021;
AZADEH & SAFAIEFARAHANI, 2021), Mucor, Fusarium, Alternaria e Trichoderma
(VANDERWOLF et al. 2013; JURADO et al. 2016). Segundo Dominguez-Mofiino et
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al. (2021), a presenca de taxons pertencentes ao filo Ascomycota dentro do
ambiente cavernicola esta relacionada aos periodos de ventilacéo.

Visagie et al. (2021), avaliando a diversidade de Aspergillus no solo e guano
de uma caverna na Africa, obtiveram cerca de 81 isolados, distribuidos em oito
secbes e 19 espécies. Aspergillus okavangoensis foi descrita como uma nova
espécie, além disso, mais de 50% dos isolados foram identificados como A. sydowii.
Fato semelhante, encontrado em outros estudos em cavernas (p. ex., Vanderwolf et
al. 2013; Novakova et al. 2018; Cunha et al. 2020), confirmando entdo, que espécies
de Aspergillus da secdo Versicolor sdo isoladas com mais frequéncia no solo e
guano (VISAGIE et al. 2021). Em um estudo pioneiro em analises da micobiota do
solo e sedimento de uma caverna no Iran, Azadeh e Safaiefarahani (2021), isolaram
uma grande variedade de espécies, dentre elas, cepas cosmopolitas e residentes
comuns em cavernas, sendo Aspergillus o género de maior predominancia.

Alguns agentes fangicos que sdo mais encontrados no sedimento de
cavernas, podem ser causadores de doencas em humanos. Aspergillus € o mais
abundante e determinadas espécies desse género podem provocar aspergilose
pulmonar ou cutanea, e alergias, assim como algumas espécies de Penicillium,
Cladosporium, Alternaria, entre outras (OGOREK et al. 2013).

Existe uma grande variedade de substratos em cavernas que tém sido
avaliados quanto a presenca fungica. Pode-se dizer que isso se tornou mais
comum depois da descoberta de agentes fangicos com potencial patogénico a
humanos, como o Histoplasma capsulatum (VANDERWOLF et al. 2013). Esta
espécie é conhecida como causadora da histoplasmose, uma infec¢do provocada
pela inalacdo dos seus conidios. No ambiente cavernicola, H. capsulatum pode
estar associada ao guano de morcegos e ao solo (CURY et al. 2001).

Outra espécie patogénica encontrada em cavernas e que desperta bastante
interesse dos pesquisadores é Pseudogymnoascus destructans, causadora da
chamada White Nose Syndrome (WNS) em morcegos em periodo de hibernacgéo
(METEYER et al. 2009), conhecida em portugués como a sindrome do nariz
branco. Essa doenca ataca diretamente 0s morcegos, mais especificamente a
regido do nariz. O agente fungico possui a habilidade de utilizar os morcegos vivos
em hibernacdo como fonte de nutriente (VANDERWOLF et al. 2013). Lindner e
colaboradores (2011), buscando isolar a espécie P. destructans em amostras de

solo de hibernaculo no leste dos Estados Unidos, obtiveram apenas amplificacao
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do DNA de espécies putativas do género, podendo compartilhar a mesma acéo
patogénica da espécie principal. Os clones com sequéncia exata de P. destructans
foram identificados em trés das 19 amostras de solo coletadas, destacando a
diversidade de Pseudogymnoascus putativos spp. em solo de hibernaculo de
morcegos.

Mesmo com pesquisas recentes acerca da micobiota cavernicola na Caatinga
(PEREIRA et al. 2022; CARVALHO et al. 2022; ALVES et al. 2022), o conhecimento
ainda é incipiente quando comparado com a diversidade de cavernas que existem
para esse bioma brasileiro (CUNHA et al. 2020), principalmente para substratos
como o sedimento. Neste contexto, € consenso entre 0s pesquisadores de todo o
mundo a importancia de se conhecer a diversidade dos fungos nos paises tropicais
e subtropicais, onde encontra-se um grande numero das espécies ainda
desconhecidas pela ciéncia (HAWKSWORTH, 2011; RINALDI et al. 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Isolar e caracterizar morfologica e filogeneticamente fungos presentes no
sedimento (solo e guano de morcego) da Caverna Catedral - RN, Brasil, e detectar,
ainda, a presenca de fungos potencialmente patogénicos para 0s seres humanos.

3.2 Especificos

) Avaliar as relacdes filogenéticas das espécies isoladas dentro de seus

respectivos grupos taxonémicos;

° Conhecer a riqueza e abundéancia fungica das amostras de sedimentos
coletadas;
) Auxiliar o conhecimento sobre a micobiota fungica presente na Caverna

Catedral para a contribuicdo e elaboracéo de planos de gestédo de visitagdo segura

desses ambientes.
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4. MATERIAS E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

A caverna Catedral esta localizada no municipio de Felipe Guerra, estado do
Rio Grande do Norte, Brasil e faz parte do dominio da Caatinga, considerada o
bioma semiarido mais biodiverso do mundo (MMA, 2022). Sua formacéo é calcaria,
possui entrada principal dada através de uma descida vertical, apresenta altitude de
86m, longitude — 647766 e latitude — 9384822 (ICMBIio/CECAV, 2011).

A coleta foi realizada no dia 04 de marco de 2020, foram coletadas amostras
de sedimentos em quatro diferentes pontos da caverna. Sendo o ponto um foi na
entrada principal, o ponto dois na zona de transicdo entre a entrada principal e o
saldo, ponto trés no salédo principal (possui uma claraboia) e o ponto quatro em uma
regido mais interna da caverna (Figura 5). As autorizacfes para coleta do respectivo
projeto foram aprovadas pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), através do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente (MMA). Cddigo de
autenticacdo da autorizacdo: 0703050120190826.



Figura 5 — Mapa com os pontos de coleta da caverna Catedral-RN.
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4.2 ISOLAMENTO DOS FUNGOS

As amostras do sedimento (cerca de 10 g) foram coletadas e
acondicionadas em recipientes esterilizados para processamento em laboratério.
Todas as amostras foram coletadas em triplicata (Figura 6). Para o isolamento
dos fungos, 1 g de sedimento foi suspenso em 9 mL de agua destilada
esterilizada e agitado por 20 min a 100 rpm e, em seguida, foram realizadas
diluicGes seriadas até 10*. Das suspensdes 102, 102 e 10, foi retirado 1 mL e
realizado plagueamento direto na superficie dos meios Infusdo Cérebro-coracéo
(BHI) e Agar Sabourad Dextrose (SAB) (KING et al. 1979), contidos em placas de
Petri (Figura 6), e incubadas a 25 °C, por até 14 dias, no escuro. ApoGs 0O
crescimento, as col6nias foram purificadas em tubos de ensaio contendo SAB.
Apbs a incubacgédo, o nimero de Unidades Formadoras de Coldnia (UFCs) g* de
sedimento foram calculadas como médias das réplicas (RICHARDSON, 2008;
OGOREK et al. 2016).
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Figura 6 — Processo de isolamento dos fungos da Caverna Catedral/RN.
A= Amostras de sedimento. B e C= Dilui¢cdes das amostras.
D= Plagueamento nos meios BHI e SAB.

Fonte: A autora (2022)

Também foi realizado o método de camara umida, 2 g de cada amostra de
sedimento foram colocadas em placas de Petri sobre papel de filtro umedecido
com agua esterilizada e incubadas até o crescimento dos fungos (Figura 7)
(RICHARDSON, 2008; OGOREK et al. 2016).

Figura 7 — Amostras de sedimento da

Caverna Catedral para isolamento dos
fungos em camara umida.

Fonte: A autora (2022)
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4.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS

Para andlise das caracteristicas morfoldgicas das culturas, os isolados foram
inoculados nos meios: agar extrato de levedura Czapek (CYA), agar extrato de malte
(MEA) (BARBOSA et al. 2018), batata dextrose agar (BDA) e &agar sintético
deficiente em nutrientes (SNA) (ZHANG et al. 2017). Nas analises macroscopicas,
foi observado o aspecto, superficie, cores do anverso e reverso da colbnia. E para
as andlises das caracteristicas microscopicas, observadas em microscopia oOptica, foi
observado as estruturas somaticas e reprodutivas do fungo, para identificacdo das
espécies.

As imagens foram capturadas utilizado o microscopio Nikon Eclipse Ni,
equipamento com Céamera Nikon DS-Fi2, usando NISElements. O software AR v.

4.20 e as fotos passaram posteriormente por edicoes.

4.4 OBTENCAO DO MICELIO PARA EXTRACAO DO rDNA

A biomassa dos isolados foi obtida a partir do cultivo em BHI e SAB contido
em placa de Petri, mantidos a 25 °C por até sete dias, para obtencdo do micélio
jovem. Este micélio foi transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca,
acrescidos de quatro esferas de vidro com 3 mm de diametro e 600 yL da solugao
Nuclei Lisis Solution do Kit de extracdo de DNA gendGmico da Promega (Wizard
Genomic DNA Purification Kit) e os passos seguintes foram realizados de acordo

com o protocolo do fabricante do Kit.

4.5 PCR E SENQUENCIAMENTO

As extracfes e amplificacdes de fragmentos do DNA foram realizadas no
Laboratério de Biologia Molecular da Micotaca URM do Departamento de Micologia,
Centro de Biociéncias, UFPE.

Para as analises moleculares foram utilizadas as regides: B-tubulina (BenA),
calmodulina (CmdA), regides espacadoras transcritas internas e interveniente 5.8S
rRNA (ITS), subunidade grande (LSU) e rDNA, RNA segunda maior subunidade da
polimerase Il (RPB2), foram amplificados usando os pares de primers Bt2a e Bt2b
(Vidro & Donaldson 1995), CMD5 e CMD6 (Hong et al. 2006), ITS1 e ITS4 (White et
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al. 1990), LROR e LR5 (Vilgalys & Hester 1990), rpb2-5F2 e frpb2-7cR (Liu et al.
1999, Sung et al. 2007).

4.6 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS E ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias de nucleotideos das amostras foram editadas no programa Bio
Edit e as sequéncias consensuais comparadas no banco de dados do GenBank —
NCBI utilizando o programa Mega BLAST. As sequéncias obtidas foram adicionadas
ao conjunto de sequéncias de espécies similares obtidas no Genbank e alinhadas
usando a ferramenta online MAFFT v.7 (KATOH et al. 2013) e editadas
manualmente usando MEGA v.7 (KUMAR et al. 2016). As novas sequéncias foram
depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Inicialmente, cada alinhamento, juntamente com o conjunto de dados
combinado, foi analisado com base na andlise de maxima verossimilhanca (ML)
usando RAXMLHPC BlackBox v. 8.2.12 (STAMATAKIS et al. 2014) no CIPRES
Science Gateway (MILLER et al., 2010). Mais tarde, os conjuntos de dados
combinados foram analisados com base na analise de inferéncia Bayesiana (Bl)
realizada usando MrBayes v. 3.2.7a (RONQUIST et al. 2012) com XSEDE no
CIPRES Science Gateway. A andlise Bl foi realizada com 1 x 108 geracGes e um
valor de queima de 25%, com cadeias amostradas a cada 1.000 geracdes e analise
de ML com 1.000 bootstraps. O melhor modelo de nucleotideo para analise de BI foi
estimado usando o software MrModelTest v. 2.3 (NYLANDER, 2004), e 0o GTR + O
modelo | + G foi usado para todas as analises de ML. As arvores filogenéticas foram
visualizadas usando o software FigTree (RAMBAUT, 2010). Valores = 0,95 BI
probabilidade posterior (BPP) e 70% de suporte de bootstrap ML (MLBS) foram

mostrados perto de nos.
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5. REULTADO
5.1 ABUNDANCIA DE FUNGOS

A abundancia dos fungos encontrados no sedimento da caverna Catedral foi
estipulada com base no numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de

cada ponto coletado (Tabela 1).

Tabela 1 — Unidades Formadoras de Colénias (UFC) dos fungos do sedimento da caverna Catedral -

RN.
Ponto 1 Ponto2 Ponto 3 Ponto 4
(UFC) (UFC) (UFC) (UFC)
Pote 1 SAB BHI SAB BHI SAB BHI SAB BHI
107 +100 +100 22 11 06 19 23 46
103 08 11 05 07 04 07 04 09
10* 02 08 04 09 0 02 02 02
Pote 2 SAB BHI SAB BHI SAB BHI SAB BHI
102 14 08 +100 +100 +100 21 69 +100
103 07 06 +100 +100 07 13 11 27
10* 0 02 +100 +100 04 03 0 04
Pote 3 SAB BHI SAB BHI SAB BHI SAB BHI
107? +100 01 12 10 +100 +100 0 0
103 29 47 04 0 33 38 0 07
10* 05 10 0 0 06 14 0 03
TOTAL 265 193 347 337 260 217 109 198

Fonte: A autora (2023)

O numero de UFCs variou entre os quatro pontos estudados. Foram
contabilizadas 1.929 UFCs, sendo o ponto 2 o detentor da maior abundéancia com
684 UFCs. Os pontos 1 e 3 apresentaram valores proximos e o ponto 4 apresentou
0 menor niumero com apenas 310 UFCs (Grafico 1). Com isso, foram isolados 62

fungos com morfologias aparentemente distintas, destes, 43 foram identificados.
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Gréfico 1 — Abundancia dos fungos do sedimento da caverna Catedral - RN.
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Fonte: A autora (2023)

5.2 RIQUEZA DOS FUNGOS

De acordo com andlises morfoldgicas e filogenéticas das sequéncias de DNA,
os 43 isolados foram identificados e reunidos em 12 géneros pertencentes ao filo
Ascomycota. As sequéncias de DNA obtidas da regido ITS do rDNA dos fungos
foram utilizadas para reconhecimento e posicionamento filogenético de algumas
espécies (Figura 8), também foram utilizados outros primers especificos para
determinados géneros (p. ex., B-tubulina, Calmodulina, LSU e RPB2).
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Figura 8 — Arvore de maxima verossimilhanga obtida utilizando sequéncias de ITS do rDNA de alguns
representantes dos fungos da caverna Catedral - RN, Brasil. Valores de suporte maiores que 85%
sdo mostrados préximos dos nos. Rhodotorula phylloplana CBS 8073T foi utilizado como grupo
externo. Os isolados obtidos neste estudo estéo representados na cor azul e as espécies tipo com o
T.

:"r,?
| L Talaromyces rotundus NRRL 2107

Penicillium citrinum 47

9' Aspergillus sydowii 28

Aspergillus sydowii TY197-03

Pseudomicrostroma phylloplanum CBS 8073T

0.5

Fonte: A autora (2023)
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Posteriormente as analises filogenéticas, foram encontradas 26 espécies dos
43 fungos identificados (Tabela 2). O ponto 2 apresentou maior rigueza com 15
taxons, seguido do ponto 3 (13 tdxons), ponto 1 (11 taxons) e ponto 4 (5 tdxons)
(Gréfico 2).

Tabela 2 — Riqueza das espécies de fungos filamentosos provenientes do sedimento de cada ponto
da caverna Catedral, RN, Brasil. Onde (*) = presenca e (-) = auséncia.

Espécies Ponto 1 Ponto2 Ponto 3 Ponto 4 Total
Acremonium sp. * - - - 1
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. * - * * 3
Alternaria jacinthicola Dagno e * * * * 4
MH. Jijakli.
Alternaria sp.1 * - * - 2
Alternaria sp.2 * - - - 1
Alternaria sp.3 * - - * 2
Aspergillus hongkongensis CC - * * - 2
Tsang et al.
Aspergillus micronesiensis - * * - 2
Visagie et al.
Aspergillus movilensis A. - * - - 1

Novakova et al.

Aspergillus olivimuriae Crognale e * - * * 2
SW Peterson.

Aspergillus suttoniae JPZ - * * - 1
Siqueira et al.
Aspergillus sydowii (Bainier e * * * - 3

Sartory) Thom e Crurch.

Aspergillus tamari Kita. - * - - 1

Aspergillus welwitschiae (Bres) - - - * 1
Henn.

Aspergillus sp. - * - - 1

Cladosporium halotolerans Zalar, - * - - 1

de Hoog e Gunde-Cim.

Curvularia sp. - - * * 1

Didymella sp. - - * - 1

Humicola sp. * - * - 1
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Microascus trigonosporus GF Orr. - * - - 1
Penicillium citrinum Thom. - * - - 1
Penicillium sp. - * * - 2
Phaeosphaeria sp. * - - - 1
Talaromyces pinophilus (Hedgc.) * * * - 3

Samson et al.

Talaromyces tratensis Manoch et - * - - 1
al.

Wardomycopsis sp. - * - - 1

Total 11 15 13 06 41

Fonte: A autora (2023)

Grafico 2 — Riqueza dos fungos do sedimento da caverna Catedral — RN.
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Fonte: A autora (2023)

O género Aspergillus (Figura 9) foi 0 mais representativo do filo Ascomycota
com nove espécies, estando presente em todos 0s pontos amostrais, o que pode ser
explicado por sua capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes e tipos de
substratos. Em seguida, o género Alternaria foi bem representativo com cinco
espécies, também presentes nos quatro pontos. Para Penicillium (Figura 10) e
Talaromyces (Figura 11), apenas duas espécies de cada género foram identificadas.
Além dos géneros citados, foram encontrados representantes Unicos de
Acremonium (Figura 12), Curvularia, Cladosporium, Didymella, Microascus,
Phaeosphaeria (Figura 13) e Wardomycopsis (Figura 14).
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Figura 9 — Morfologia macroscépica: verso (A) e microscépica: conidiéforo e conidios
(B), de um isolado representativo do género Aspergillus cultivado
em MEA por sete dias a 25 °C.

Fonte: A autora (2023)

Figura 10 — Morfologia macroscopica: verso (A) e microscopica: conidiéforos com conidios em cadeia
(B), de um dos isolados do género Penicillium cultivado
em MEA por sete dias a 25 °C.

Fonte: A autora (2023)
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Figura 11 — Morfologia macroscépica: verso (A) e microscépica: conidiéforo e conidios
(B) de um dos isolados do género Talaromyces cultivado
em CYA por sete dias a 25 °C.

Fonte: A autora (2023)

Figura 12 — Morfologia macroscdpica: verso (A) e microscopica: Hifas e conidios
(B) de um dos isolados do género Acremonium cultivado
em MEA por 14 dias a 25 °C.

Fonte: A autora (2023)



Figura 13 — Morfologia macroscépica: verso (A) e reverso (B) de um dos
isolados do género Phaeosphaeria cultivado em SNA por 14 a 250C.

Fonte: A autora (2023)

Figura 14 — Morfologia macroscopica: verso (A) e reverso (B) de um dos
isolados do género Wardomycopsis cultivado em SNA por 14 a 25 °C.

Fonte: A autora (2023)
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6. DISCUSSAO

Estudos sobre a micobiota cavernicola brasileira ainda sdo escassos, quando
comparados com a grande diversidade de cavernas que existem no pais (CUNHA et
al., 2020; BERNARD et al. 2022; MMA, 2023). A caverna Catedral, localizada no
Nordeste brasileiro, apresentou ampla abundéancia de fungos presentes no
sedimento. Pesquisas recentes (p. ex., Ledo, 2021; Alves et al. 2022), também
obtiveram valores significativos de fungos encontrados no sedimento de cavernas no
bioma Caatinga.

Foram contabilizados mais de 1.900 UFCs nos pontos de coleta. Alves e
colaboradores (2022), avaliando a micobiota da caverna Abrigo do Letreiro, também
do estado do Rio Grande do Norte, encontraram cerca de 3.000 UFCs nas amostras
de sedimento analisadas, incluindo leveduras e fungos filamentosos. Por outro lado,
Pereira e colaboradores (2021), encontraram 620 UFCs no guano de morcegos
insetivoros em uma caverna em Pernambuco, e um total de 16 taxons foram
identificados para este substrato.

O ponto 2 foi o detentor da maior abundancia de fungos encontrada,

localizado no ambiente da caverna com pouca influéncia do meio externo. Ja o
ponto 4, apresentou menor abundancia, estando localizado na parte mais interna da
caverna, distante do saldo e da entrada principal. Dados semelhantes foram obtidos
por Alves et al. (2022), onde a maior abundancia de fungos do sedimento foi
encontrada no ponto com baixa influéncia do meio externo.
A riqueza de taxons também foi mais representativa no ponto 2 (15 téxons),
resultado que pode estar associado com a pequena influéncia do meio externo,
mesmo que minima. Varios fatores, como correntes de ar, visitagfes, animais (p. ex.,
morcegos) que transitam na caverna, podem atuar na dispersdo desses
microrganismos no ambiente subterraneo (VANDERWOLF et al. 2013; GABRIEL &
Northup 2013; ZAMPAULO et al. 2015). Por outro lado, a menor riqueza fangica foi
encontrada no ponto 4, onde n&o ha influéncia com o meio externo. Resultados
divergentes foram obtidos em um estudo de uma caverna no estado da Bahia, onde
a riqueza de fungos no solo foi maior na regiao crepuscular da caverna (PAULA et
al. 2016).

Dentre os 12 géneros identificados, Acremonium, Alternaria, Aspergillus,

Cladosporium, Humicola, Penicilllum e Talaromyces ja foram relatados em
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ambientes cavernicolas VANDERWOLF et al. 2013). Em um estudo de fungos
filamentosos isolados de diferentes tipos de sedimentos de uma caverna de minério
de ferro no Brasil, Taylor e colaboradores (2014), relataram a presenca dos géneros
Aspergillus, Cladosporium e Penicillum. Géneros estes considerados mais
frequentes em cavernas (VANDERWOLF et al. 2013; CUNHA et al. 2020; PEREIRA
et al. 2021; CARVALHO et al. 2022; ALVES et al. 2022).

O género Aspergillus foi o mais representativo do filo Ascomycota, estando
presente em todos os pontos amostrais da caverna Catedral. Tal género é o mais
presente no ambiente cavernicola (KOKUREWICZ et al. 2016; ZHANG et al. 2017,
PEREIRA et al. 2022). Espécies desse género sao relatadas em diversos estudos
realizados tanto em cavernas tropicais como subtropicais e também em paises
europeus (VANDERWOLF et al.,, 2013). No Brasil, as espécies de Aspergillus
encontradas em cavernas sdo mais abundantes em amostras do ar (TAYLOR et al.
2013; CUNHA et al. 2020), mas também sao relatadas em outros diferentes
substratos como solo, guano, sedimento, no corpo de morcegos e de alguns
ectoparasitas (VANDERWOLF et al. 2013; JURADO et al. 2016; PAULA et al, 2016;
PEREIRA et al. 2022; CARVALHO et al. 2022; ALVES et al. 2022).

A aspergilose é a infeccdo sisttmica mais comum causada por fungos
filamentosos, tendo como principal agente etiologico Aspergillus fumigatus,
considerado responsavel pelo segundo maior niumero de infecgces humanas por
fungos (PFALLER et al. 2006; ARASTEHFAR et al. 2021). A apresentacéo clinica da
doenca € estabelecida pela interacdo do parasita e o hospedeiro, possuindo
diferentes niveis de infecgdo (WARRIS et al. 2014; DUMIG et al. 2021). Nove
espécies foram identificadas para o género Aspergillus em amostras de sedimento
da caverna Catedral, sendo algumas ja relatadas como causadoras da aspergilose
(p. ex., Aspergillus sydowii) (NAGARAJAN et al. 2014; VEDOVA et al. 2019). Tsang
et al. (2016), analisando unhas de pacientes com onicomicose, identificaram 12
cepas de Aspergillus, dentre elas, A. hongkongensis, A. sydowii, e A. welwitschiae,
também foram isoladas no atual estudo. Recentemente, Lima e colaboradores
(2022), isolaram uma cepa de Aspergillus hongkongensis em amostras de farinhas
de berinjela comercializadas em Recife, os autores afirmam que o estudo oferece
uma melhor compreenséo geografica de espécies pertencentes ao grupo Eurotiales.

Talaromyces € outro taxon bastante diverso, possui espécies encontradas em
solos (TSANG et al. 2016; ZHANG et al. 2021), alimentos (BARBOSA et al. 2018) e



46

cavernas (ALVES et al. 2022). Algumas espécies isoladas de solo, por exemplo, sdo
importantes por sua capacidade de produzir atividades antagbnicas contra
patégenos de plantas (MANOCH & DETHOUP, 2011). Para esse estudo, duas
espécies do género foram identificadas. Talaromyces pinophilus, isolada nos pontos
1, 2 e 3, € uma espécie endofitica conhecida pela producéo de potenciais compostos
antimicrobianos utilizados para diversos fins biotecnologicos (WEN-TING et al.
2019). Enquanto Talaromyces tratensis, isolada apenas no ponto 2, foi descrita pela
primeira vez por Manoch et al. (2013) em amostras de solo na Tailandia, é bastante
utilizada para fins industriais pela atividade antagbnica a fitopatdogenos. Além do
solo, T. tratensis também foi encontrada em meio aquatico (DETHOUP et al. 2018),
ndo possuindo registros em ambientes subterrdneos até o momento, 0 que torna
esse estudo o primeiro relato mundial da ocorréncia da espécie Talaromyces
tratensis em cavernas.

Dentre os isolados identificados, também foram encontrados géneros pouco
relatados em ambientes cavernicolas, validando o potencial da area estudada para
descricdo de possiveis novidades taxondmicas. Destes, Wardomycopsis ja foi
relatado por Zhang et al. (2017) e (2021), em cavernas ha china com a descricédo de
novas espécies (Wardomycopsis longicatenata, Wardomycopsis dolichi,
Wardomycopsis ellipsoconidiophora e Wardomycopsis fusca). Ainda nédo se tem uma
posicao filogenética resolvida do género, embora tenha sido demonstrado que suas
espécies agrupam-se como um grupo distinto e linhagem dentro da familia
Microascaceae (SANDOVAL-DENIS et al. 2016). Poucas espécies sdo incluidas
para o género, sendo relatadas apenas nos paises da China, Canada e Espanha,
em diferentes tipos de solos e no ar de cavernas (SANDOVAL-DENIS et al. 2016;
ZHANG et al. 2021). Para o género, esse estudo é o primeiro relato da sua presenca
na América do Sul.

Phaeosphaeria (isolado do ponto 1) é outro taxon pouco relatado em
cavernas. O estudo mais recente desse género em ambientes subterraneos € o de
Zhang et al. (2017), que descreveu uma nova espécie (Phaeosphaeria fusispora),
isolada no ar de uma caverna na China. As espécies desse grupo geralmente séo
encontradas causando doencas em culturas vegetais de grande valor econémico,
como o milho, tendo como agente principal a espécie Phaeosphaeria maydis
(OLIVEIRA et al. 2004). Conhecida popularmente como mancha por Phaeosphaeria

em milho, essa espécie vem sendo bastante relatada no Brasil (ROLIN et al. 2007;
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CONTINI et al. 2019; GONCALVES et al. 2022). Contudo, nenhum dado para
espécies desse género foi encontrado em cavernas da Caatinga, tornando até o
momento, o atual estudo o primeiro registro de Phaeosphaeria em uma caverna. Por
se tratar de um género com espécies fitopatogénicas (CERVELATTI et al. 1998), sua
presenca pode estar associada com influéncias do meio externo, visto que, foi
isolado apenas no ponto mais proximo da entrada principal onde possui boa parte de
folhicos acumulados nas entradas (ICMBio/CECAV, 2011).

Para o género Alternaria, cinco isolados foram encontrados e duas espécies
identificadas (Alternaria jacinthico e Alternaria alternata), sendo ambas ja relatadas
em ambientes cavernicolas (VANDERWOLF et al. 2013; ALVES et al 2022).
Alternaria jacinthicola, presente em todos os pontos de coleta, possui potencial
fitopatogénico, sendo conhecida como causadora de doengas foliares em
determinadas plantas (LOU et al. 2018; AI-NADABI et al. 2018). A espécie Alternaria
alternata € comumente associada com a asma alérgica (SANCHEZ et al. 2022),
além de muitas linhagens desta espécie serem encontradas como endofiticas e
parasitas de plantas (DEMERS, 2022). A. alternata também possui potencial
enzimatico, podendo produzir protease, amilase, pectinase e oxidase
(VALENZUELA et al. 2001; DOMSCH et al. 1980). O género Alternaria €
considerado comum em cavernas (VANDERWOLF et al. 2013), porém, para estudos
em cavernas do Brasil, 0 género ainda ndo é tédo representativo, quando comparado
com outros paises (WOUDENBERG et al. 2013; LOU et al. 2013; PATRIARCA,
2016; AMEEN et al. 2022).

O género Cladosporium é conhecido por conter espécies fitopatogénicas ou
endofiticas (REVANKAR & SUTTON, 2010; BENSCH et al., 2012), mas também
inclui algumas conhecidas como agentes oportunistas em humanos (SAN MIGUEL
et al., 2003). Pereira et al. (2022), analisando a rigueza de Cladosporium em uma
caverna tropical, descreveram duas novas espécies para o género. Em nosso
estudo, apenas um isolado foi encontrado e identificado como Cladosporium
halotolerans. Uma espécie frequentemente encontrada em ambiente marinho
(ZHANG et al 2022), ambientes internos como aéreo transportador (BENSCH et al.
2018), e em ambientes oligotréficos (p. ex., cavernas) (PAULA et al. 2021). Esta
espécie € muito conhecida por possuir grande potencial patogénico (WANG et al.
2018), como também, biotecnologico (ZHANG et al 2022).
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O género Curvularia também possui uma ampla distribuicdo, que inclui
espécies saprofitas e patogénicas, causando infeccdes no trato respiratorio,
infecgbes cutaneas, cerebrais e da cornea (MARIN-FELIX et al. 2017a, b; TAN et al.
2018). Diversos estudos apontam a presenca de representantes desse género em
diferentes substratos como o ar (MANAMGODA et al. 2015), ambientes aquaticos
(VERMA et al. 2013), e solos (MARIN-FELIX et al. 2017a; TAN et al. 2018). Ibrahem
et al. (2021), isolaram a espécie Curvularia lunata do guano de uma caverna na
Malésia, demonstrando que esse taxon também pode ser encontrado em ambiente
cavernicola.

Outro género que vem sendo citado em amostras de ar e solos de cavernas
em alguns paises da Asia, Europa e América do Norte, € Microascus
(VANDERWOLF et al. 2013; SANDOVAL-DENIS et al. 2016; ZHANG et al. 2021).
Seu isolamento € mais frequente em solo, possuindo espécies com potencial
patogénico de plantas e animais (BARRON et al. 1961). Em nosso estudo, apenas a
espécie Microascus trigonosporus foi isolada no ponto 2. Microascus trigonosporus €
conhecida como uma espécie bastante mencionada em estudos clinicos como
agente oportunista em pacientes imunocomprometidos (SCHOEPPLER et al. 2015).
O primeiro caso de pneumonia causada pela espécie foi relatado por Mohammed et
al. (2004), em um paciente de 24 anos com histéria de transplante alogénico de
medula 6ssea.

Nenhuma cepa de Histoplasma capsulatum foi isolada neste estudo, a
espécie € bastante conhecida pela sua capacidade patogénica, podendo ser
encontrada em ambientes cavernicolas no guano de morcegos e em solos
(VICENTINI et al. 2012). Os ambientes subterrdneos séo caracterizados por um
microclima muito especifico, os fatores importantes que determinam a ocorréncia de
fungos neles séao principalmente o fluxo de ar, as condi¢cdes predominantes no
ambiente externo vizinho, esta¢do do ano, localizacdo geogréfica e principalmente a
disponibilidade de matéria organica (OGOREK et al. 2013, 2014a, 2014b;
ZAMPAULO, 2015; CUNHA et al. 2020). Estando esses fatores possivelmente
associados ao isolamento de espécies flungicas neste estudo encontradas tanto no
ambiente subterrdneo, como também na superficie, em associacdo com vegetais,
animais, entre outros. Desta forma, o presente estudo fornece um levantamento

preliminar da abundancia e riqueza de fungos presentes no sedimento da caverna
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Catedral, contribuindo para futuros estudos associados a biodiversidade fangica e

com a elaboracéo de planos de manejo de cavernas do dominio Caatinga.
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7. CONCLUSOES

) A caverna Catedral apresentou uma riqueza elevada de fungos cultivaveis
presentes no sedimento, incluindo taxons nunca isolados na América do Sul,

° A maior abundancia de fungos foi contabilizada no ponto de transi¢cdo entre o
saldo principal e a entrada. Ja a menor abundéancia de fungos foi observada no
ponto mais interno da caverna, sem interacdo com 0 meio externo;

° Aspergillus e Alternaria foram o0s géneros mais abundantes, estando
presentes em todos os pontos estudados da caverna;

° Foram isolados géneros fungicos com potencial fitopatogénico;

) A caverna Catedral possui circulacdo de fungos de potencial patogénico
importante, que pode causar danos a saude em eventuais visitantes da caverna,

° Futuras visitacBes devem ser realizadas em condi¢cdes controladas, de forma
a prevenir que visitantes figuem expostos a estes microorganismos potencialmente
patogénicos;

) Os dados aqui apresentados confirmam a necessidade de estudos deste tipo,
pois contribuem para o estabelecimento de um plano de manejo e visitacdo segura

em cavernas.
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